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Реферат
Гидролизаты сывороточных белков (ГСБ), получаемые с помощью ферментного препарата Панкреатин имеют хорошую 

перевариваемость и низкую степень антигенности. Такие гидролизаты имеют ряд недостатков, связанных с несбалансиро­
ванной формой молекулярно-массового распределения: горький вкус, связанный с наличием пептидов массой более 1 кДа, 
и повышенную осмоляльность (более 540 мосм/л), связанную с наличием большого количества свободных аминокислот и 
малых пептидов массой менее 0,5 кДа. Протеолитический ферментный препарат Alcalase позволяет получать гидролиза­
ты сывороточных белков, имеющие молекулярно-массовое распределение с преобладающим содержанием пептидов от 
1 до 5 кДа, что обеспечивает низкую степень антигенности (1,6±0,2)-10 5) гидролизата и осмоляльность 10 %-ного раствора 
на физиологическом уровне (не более 290 мосм/л). Недостатком гидролизата, получаемого с помощью Alcalase, является 
горький вкус, связанный с наличием в гидролизате гидрофобных пептидов. Исследовано влияние разных технологических 
методов для коррекции вкусовых показателей гидролизатов, получаемых с помощью Alcalase. Установлено, что при ис­
пользовании дополнительного гидролиза с помощью экзопептидазы повышается содержание свободных аминокислот и 
малых пептидов массой менее 0,5 кДа, которые придают гидролизату нежелательный привкус. Мембранная фильтрация 
позволяет селективно удалять пептиды массой более 3 кДа, что снижает выраженность горького вкуса, но приводит к по­
тере части белковых веществ в ретентате. Составление смесей из гидролизатов с разным молекулярно-массовым распре­
делением продуктов гидролиза позволяет получать смесь, содержащую не более 4 % пептидов массой более 5 кДа и не 
более 40 % свободных аминокислот и малых пептидов массой менее 0,5 кДа, что обеспечивает практически нейтральные 
органолептические показатели получаемой смеси.
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Abstract
Whey protein hydrolysates (WPH) produced by the protease preparation Pancreatin have good adsorption kinetics and 

low antigenicity. Such hydrolysates have a number of disadvantages associated with an unbalanced form of molecular weight 
distribution: bitter taste associated with the presence of peptides weighing more than 1 kDa and increased osmolality (over 540 
mOsm/L) associated with the presence of a large amount of free amino acids and short-chain peptides weighing less than 0.5 
kDa. Proteolytic enzyme preparation Alcalase makes it possible to obtain whey protein hydrolysates having a molecular weight 
distribution with a predominant content of peptides from 1 to 5 kDa, which provides a low degree of antigenicity ((1,6±0,2)-10 s) 
of the hydrolysate and osmolality of 10% solution at the physiological level (no more than 290 mOsm/l). The disadvantage of the 
hydrolysate obtained using Alcalase is the bitter taste associated with the presence of hydrophobic peptides in the hydrolysate. The 
influence of different technological methods for the correction of the taste parameters of hydrolysates obtained with the help of 
Alcalase was investigated. It was found that when using additional hydrolysis with exopeptidase, the content of free amino acids and 
short-chain peptides with a mass of less than 0.5 kDa increases, which impart an undesirable taste to the hydrolysate. Membrane 
filtration makes possible the selective removal of peptides with a mass of more than 3 kDa, which reduces the severity of the bitter 
taste, but leads to the loss of some of the protein substances in the retentate. Composing mixtures of hydrolysates with different 
molecular weight distributions of hydrolysis products makes it possible to obtain a mixture containing no more than 4% of peptides 
weighing more than 5 kDa and no more than 40% of free amino acids and short-chain peptides weighing less than 0.5 kDa, which 
provides almost neutral organoleptic characteristics of the obtained mixtures.
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Введение. Продукты специального пи­
тания составляются на основе рецептур, 
включающих белковую, углеводную, ли­
пидную составляющие и дополнительные 
компоненты, служащие для придания им 
требуемых свойств (витамины, микроэле­
менты, биологически активные комплексы 
сложного состава) [1]. Наибольшее значение 
в составе функциональных продуктов имеет 
белковая составляющая. В целях улучшения 
функциональных свойств продуктов специ­
ального питания в качестве белковой ком­
поненты предпочтительно использование 
ферментативных гидролизатов пищевых 
белков, полученных с использованием со­
временных ферментных препаратов и тех­
нологических подходов [2].

К положительным свойствам гидроли­
затов белков, делающих предпочтитель­
ным их использование в составе продук­
тов специального питания, относятся:

-  улучшение перевариваемости (сни­
жение нагрузки на органы пищеварения, 
повышение скорости адсорбции в кишеч­
нике) [2, 3, 4];

-  снижение антигенности в сравнении 
с интактными белками [2, 5];

-  наличие биологически активных 
свойств (например, антиокислительной 
активности) [6].

Однако гидролиз белка приводит к по­
явлению нежелательных побочных эф ­
фектов. В большинстве исследований 
главным пороком вкуса гидролизата отме­
чается «горечь», возникающая в результа­
те высвобождения гидрофобных пептидов 
молекулярной массой от 1 до 6 кДа, со­
держащих в своем составе гидрофобные 
аминокислоты: лейцин, изойлейцин, ти­
розин, триптофан, фенилаланин [8]. Пеп­
тиды, высвобождаемые при умеренном 
гидролизе, содержат нерасщепленные 
аминокислотные последовательности, 
обладающие антигенными свойствами 
(так называемые эпитопы) [2]. Средством, 
позволяющим бороться как с горечью, так 
и с антигенностью, является расщепление 
пептидов на более мелкие фрагменты [10, 
11,12]. Антигенные свойства гидролизатов 
полностью элиминируются при устране­
нии из их состава пептидов молекулярной 
массой более 3 кДа [5], а горький вкус 
полностью исчезает при устранении из со­
става гидролизата пептидов молекуляр­
ной массой более 1 кДа [7].

Дальнейшее повышение степени гидро­
лиза дает неблагоприятный эффект в виде 
повышения осмоляльности раствора ги­
дролизата [7, 9]. Также появляется специ­
фический «гидролизатный» привкус. Это 
связано с тем, что пептиды массой менее 
0,5 кДа и свободные аминокислоты об­
ладают собственным выраженным вкусом, 
который характеризуется как «острый, пи­
кантный, грибной, бульонный» [13,14,15].

Во избежание появления в гидроли­
зате высокой осмоляльности и пороков 
вкуса следует обеспечить равномерное

молекулярно-массовое распределение 
продуктов гидролиза, с преобладанием 
коротких пептидов длиной цепи не более 
15 аминокислотных остатков (что соот­
ветствует молекулярной массе менее 
2,0 кДа [5]) при ограниченном содержа­
нии свободных аминокислот [16] и полном 
отсутствии остатков негидролизованного 
интактного белка.

Цель работы -  сравнение ряда тех­
нологических методов, позволяющих 
регулировать молекулярно-массовое рас­
пределение продуктов гидролиза и зави­
сящие от него функциональные свойства 
гидролизатов.

Объекты и методы исследований.
В качестве сырья для изготовления гидро­
лизатов использовали концентрат сыво­
роточных белков (далее КСБ), получен­
ный методом ультрафильтрации «LEDOR 
МО 80 Т» (производитель Hochdorf Swiss 
Nutrition AG, Швейцария).

Для гидролиза использовали фермент­
ные препараты:

-  Панкреатин из поджелудочных желез 
КРС (ABC Farmaceutici S. р. А ., Италия);

-  Flavourzyme®  1000 L (Novozym es 
А/S , Дания);

-  Alcalase® 2.4 L (Novozymes A /S , Да­
ния).

Молекулярно-массовое распределение 
продуктов гидролиза определяли мето­
дом гель-фильтрации высокого разреше­
ния с использованием колонки Superose™ 
12 (GE Healthcare). Степень остаточной 
антигенности  определяли им м унно­
ферментным методом в лаборатории НИИ 
питания РАМН. Оценку выраженности 
вкуса гидролизатов проводили по услов­
ной 5-б алльно й  ш кале (0  баллов -  
нейтральный вкус, 5 баллов -  сильно вы­
раженный вкус).

Результаты и обсуждение.
Подбор протеолитических ферментов 
с требуемой специфичностью гидролиза.

ВНИИМС в сотрудничестве с НИИ пита­
ния РАМН разработана технология гипо­
аллергенного гидролизата сывороточных 
белков молока [17]. Технология гидролизата 
основана на использовании для гидролиза 
белкового субстрата высокоэффективных 
протеолитических ферментных препаратов 
(далее ФП) Панкреатин и Flavourzyme. 
Препарат Панкреатин позволяет достиг­
нуть высокой степени гидролиза и полу­
чить гидролизат с хорошими показателями 
перевариваемости и низкой степенью 
остаточной антигенности. При этом Пан­
креатин образует большое количество про­
дуктов гидролиза, обладающих выражен­
ным горьким вкусом. В целях снижения 
горького вкуса в состав ферментной смеси 
для гидролиза был введен ФП Flavourzyme, 
содержащий в своем составе экзопеп­
тидазы [18], способные к расщеплению

гидрофобных пептидов, являющихся ис­
точником горького вкуса.

Получаемый по разработанной техно­
логии гидролизат обладает недостатками, 
связанными с наличием большого количе­
ства свободных аминокислот и малых пеп­
тидов массой менее 0,5 кДа: специфиче­
ским «гидролизатным» вкусом и повышен­
ной осмоляльностью. Это ограничивает его 
применение в продуктах для специального 
и детского питания. Исходя из этого была 
поставлена задача по совершенствованию 
технологии гидролиза для получения гипо­
аллергенного гидролизата, обладающего 
нейтральным вкусом и осмотическими по­
казателями на уровне изотонического рас­
твора. Для получения такого гидролизата 
следует использовать ФП, образующие 
в результате гидролиза преимущественно 
средние и короткие пептиды [18]. По ре­
зультатам исследований был выбран ФП 
Alcalase, обладающий высокой эффектив­
ностью и позволяющий получать гидро­
лизаты сывороточных белков с высоким 
выходом (до 75%  массы гидролизата 
из единицы массы сырья) при достаточ­
но высокой степени гидролиза ( DН = 
20_ 25% ) и низком содержании свободных 
аминокислот [7,19].

Гидролизат, полученный при помо­
щи комплекса ферментных препаратов 
(Панкреатин -г Flavourzyme), содержит 
менее 6% пептидов молекулярной массой 
свыше 3 кДа и может характеризоваться 
как «глубокий» гидролизат. Гидролизат, 
полученный с помощью препарата эндо­
пептидазы (Alcalase), содержит не более 
10% пептидов молекулярной массой более 
5 кДа, поэтому может характеризоваться 
как «частичный» гидролизат [20] (рис. 1).

Показатели гидролизатов, получаемых 
с использованием ФП с разной протео­
литической специфичностью, приведены 
в табл. 1.

Осмоляльность раствора гидролизата, 
полученного с помощью ФП Alcalase, на­
ходится на изотоническом уровне (320± 
20 мосм/л) [21], что создает для него ши­
рокий спектр применения.

Проведение многоступенчатого гидролиза
Недостатком гидролизатов сывороточ­

ных белков молока, получаемых с помо­
щью ФП Alcalase, является наличие боль­
шого количества пептидов массой от 1 
до 10 кДа. Для достижения в гидролизате 
требуемого состава продуктов гидролиза, 
обеспечивающего низкий уровень горько­
го вкуса и антигенности, может быть про­
веден дополнительный гидролиз с помо­
щью ФП, содержащих экзопептидазы [10, 
16, 22]. Использование ФП Flavourzyme 
для расщепления горьких пептидов в ги­
дролизате, полученном с помощью ФП 
Alcalase, должно дать эффект снижения 
горечи при умеренном накоплении про­
дуктов гидролиза с малым молекулярным 
весом.
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Рис. 1. Молекулярно-массовое распределение в концентрате 
и гидролизатах сывороточных белков, полученных с использованием 
разных ферментов:
КСБ ~ концентрат сывороточных белков молока (LEDOR 80 Т, Hochdorf 
Swiss Nutrition AG): L - белковая фракция, содержащая липопротеины, 
фосфолипиды и казенны: а “ фракция альфа-лактоальбумина 
(MW = 14 кДа); р ~ фракция бета-лактоглобулина (MW = 36 кДа). 
Глубокий гидролизат получен при помощи комплекса ФП Панкреатин + 
Flavourzyme. Частичный гидролизат получен с помощью ФП Alcalase

Рис. 2. Молекулярно-массовое распределение в гидролизате 
сывороточных белков, полученном с помощью ФП Alcalase, 
и в вариантах данного гидролизата, подвергнутых дополнительному 
гидролизу с помощью ФП Flavourzyme_________________________________

Таблица 1
Характеристики гидролизатов сывороточных белков, 

полученных с использованием ФП с разной протеолитической 
специфичностью

ФП, использованный для гидролиза
Показатель Комплекс 

Панкреатин + 
Flavourzyme

Alcalase

Массовая доля влаги, % 5,5+0,7 5,6+0,3
Массовая доля общего 
белка, % 76,5±1,4 84,4±2,3
Массовая доля зольного 
остатка, % 6,7+1,1 7,5±3,0
Массовая доля лактозы, % Менее 0,1% Менее 1,0%
Массовая доля азота 
свободных аминокислот 
и низших пептидов, %

6,6+0,2 3,2±0,1

Активная кислотность 
(раствора 10% сухих 
веществ), ед. pH

6,9±0,1 6,9±0,1

Осмоляльность 
• (раствора 10% сухих 
веществ), ммоль/л воды

544+2 282+2

Остаточная антигенность (1,16+0,13)-10-5 (1,56±0,19) *10“5

Вкус гидролизата
Негорький, 

выраженный 
специфический 

привкус (« гидро - 
лизатный»)

В меру выражен­
ный горький 

вкус, без « гидро - 
лизатного» и 

иных привкусов

Таблица 2
Органолептические показатели гидролизатов

П родолжител ь ность 
дополнительного

Степень
выраженности вкуса Органолептические 

показатели гидро-
гидролиза препара­
том экзопептидазы Горький «Гидро- 

лизатный»
лизатов (раствор 

5% сухих веществ)

Оч + + + -
В меру выражен­

ный горький вкус, 
чистый, без «гидро - 
лизатного» и иных 

привкусов

Зч ++ -
Слабый горький 

вкус, едва ощути­
мое «гидролизат- 
ное» послевкусие

8 ч + + ++
Слабый горь­

кий вкус, легкое 
«гидролизатное» 

послевкусие

24 ч +/- +++

Практически 
негорький (едва 

ощутимая горечь), 
в меру выраженный 

специфический 
привкус («гидроли- 

затный»)

Таблица 3
Аналитические показатели состава гидролизата сывороточных

белков
Показатель Значение показателя

Массовая доля влаги, % 5,6
Массовая доля общего белка, % 84,4
Массовая доля аминного азота, % 3,2
Массовая доля зольного остатка, % 2,9
Активная кислотность
(раствора м. д. сухих веществ 10%), ед. pH

6,9

Осмоляльность (раствора 10% сухих 
веществ), ммоль/л воды

290

Остаточная антигенность менее 2,5х10-5
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Рис. 3. Молекулярно-массовое распределение в гидролизате, в ретентате 
и пермеате после разделения гидролизата сывороточных белков 
на мембране с порогом отсечения по молекулярной массе 20 кДа

О,IX 0,0% 0,0%

Частичный Частичный 75 % + Частичный 50 % + Частичный 25 % + Глубокий 
гидролизат 100 % Глубокий 25% Глубокий 50% Глубокий 75% гидролизат 100 %

<0,5 кДа ■ 0,5-1 кДа ■ 1-2 кДа ■ 2-5 кДа ■ 5-10 кДа ■ 10-20 кДа

Рис 4. Молекулярно-массовое распределение в гидролизатах, полученных 
по разной технологии, и в их смесях (глубокий гидролизат получен при 
помощи комплекса ФП Панкреатин + Flavourzyme; частичный гидролизат 
получен с помощью ФП Alcalase)

На рис. 2 представлено молекулярно­
массовое распределение в гидролизате 
сывороточных белков, полученном с по­
мощью ФП Alcalase, а также в вариантах 
данного гидролизата, подвергнутых до­
полнительному гидролизу с помощью ФП 
Flavourzyme.

В процессе гидролиза препаратом экзо- 
пептидазы (ФП Flavourzyme) в гидролиза­
те с течением времени уменьшается доля 
азотистых фракций молекулярной массой 
более 1,0 кДа и возрастает доля фракций 
низкомолекулярных пептидов и амино­
кислот (< 0,5 кДа). Излишне длительный 
гидролиз препаратом экзопептидазы  
приводит к увеличению содержания в ги­
дролизате доли свободных аминокислот 
и возникновению нежелательного «гидро- 
лизатного» вкуса (табл. 2).

Фракционирование гидролизата на селек­
тивных мембранах

Снизить содержание фракций с молеку­
лярной массой свыше 3 кДа, обладающих 
антигенными свойствами и горьким вку­
сом, можно методом фракционирования 
(фильтрации) гидролизата на селектив­
ных мембранах [11,15].

ВНИИМС была разработана технология 
гидролизата сывороточных белков с ис­
пользованием процессов мембранного 
разделения, предназначенного для ис­
пользования в составе продуктов функ­
ционального (детского, лечебного и спор­
тивного) питания [23] (табл. 3).

Молекулярно-массовое распределение 
азотистых фракций в гидролизате до и по­

сле м ем б р ан но го  
разделения приве­
дено на рис. 3.

Из данны х, при­
веденных на рис. 3, 
в и д н о , что после 
фильтрации гидро­
лиза на мембранах 
с порогом отсечения 
20 кДа отмечается 
небольшое снижение 
содержания азоти­
стых фракций с мо­
лекулярной массой 
свыше 5 кДа, и по­
вышается количество 
низкомолекулярных 
фракций с массой 
менее 1 кДа. После 
фракционирования 
отмечалось сниж е­
ние степени выраженности горького вкуса 
в сравнении с. исходным гидролизатом. 
Вкус гидролизата после фракционирова­
ния характеризовался как «слабо выражен­
ный горький, с легким «гидролизатным» 
привкусом». Недостатком технологии 
мембранной фильтрации является потеря 
части гидролизата в ретентате, что приво­
дит к снижению выхода гидролиза.

Компонентный способ (составление сме­
сей гидролизатов)

Путем решения проблемы с получени­
ем гидролизата стандартного по составу 
от партии к партии является использова­
ние приема нормирования молекулярно-

Таблица 4
Органолептические показатели смесей гидролизатов

Вариант
смеси Степень выраженности вкуса

Частичный
гидролизат

Глубокий
гидролизат

Горь­
кий

«Гидроли­
затный»

100% 0% ++++ -

75% 25% ++ -

50% 50% ++ +

25% 75% + +

0% 100% - +++

Органолептические 
показатели гидроли­
затов (раствор 5% 

сухих веществ)
В меру выражен­
ный горький вкус, 

чистый, без «гидро- 
лизатного» и иных 

привкусов
Слабый горький 

вкус, едва ощутимое 
«гидролизатное» по­

слевкусие
Слабый горький 

вкус, легкое «гидро- 
• лизатное» 

послевкусие
Практически не­
горький, очень 

слабо выраженный 
«гидролизатный»
Негорький, в меру 

выраженный специ­
фический привкус 
(« гидрол изатн ый »)

массового распределения путем смеши­
вания гидролизатов с разной степенью 
гидролиза. Подобный прием используется 
для регулирования молекулярно-массового 
распределения белковых основ питатель­
ных сред для микробиологии [24].

На рис. 4 приведено молекулярно­
массовое распределение в смесях гидро­
лизатов сывороточных белков, получае­
мых из гидролизатов с разной степенью 
гидролиза.

В зависимости от соотношения в смеси 
продуктов гидролиза с разной молекулярной 
массой изменяется вкус смеси (табл. 4).

Из данных, представленных в табл. 4, 
видно, что составление смеси из ги-
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дролизатов, имеющих разный характер 
молекулярно-массового распределения, 
позволяет получать смесь, содержащую 
не более 4 %  пептидов массой более 
5 кДа и не более 40%  свободных амино­
кислот и малых пептидов массой менее
O, 5 кДа, что обеспечивает практически 
нейтральные органолептические пока­
затели получаемой смеси. Недостатком 
«компонентного» способа является его 
ограниченная возможность регулирова­
ния молекулярно-массового распреде­
ления из-за невозможности снижения 
количества пептидов с большим весом 
и свободных аминокислот в отдельных 
гидролизатах, используемых для состав­
ления смеси.

Заклю чение. Гидролизаты сыворо­
точных белков ВНИИМС были успешно 
испытаны в составе рецептур продуктов 
детского питания. В результате исследо­
ваний, проведенных совместно с НИИ 
детского питания, был разработан про­
дукт для спортивного питания школьни­
ков «Продукт молочный стерилизованный 
«Спортивный» [25].
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